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وند تمام شگفتی  هابه نام خدا
 تقدیم به

 
 مادرم         

یش باشکوهترین گاه پر مهرش تنها ترانه عشق و امید را در گوشم زمزمه می که ترنم صدا کند و ن
شتاراده است و واقعی دلگرمی قلب و پشتیبان راهم است. اوکه معنای  هیچ گاه به  نگذا

 . کنمباورهایم شک 
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 نام و نام خانوادگی سمت ردیف
ي  مرتبه

 دانشگاهی

 دانشگاه یا

 مؤسسه
 امضا

 استادیار رامین حسینیدکتر  استاد راهنما 1

دانشگاه بین 

المللی امام 

 )ره(خمینی 

 

 استادیار دکتر فاطمه دهقان نیري استاد  راهنما دوم 2

دانشگاه بین 

المللی امام 

 )ره(خمینی

 

 استادیار دکتر قاسمعلی گروسی یداور داخل 3

دانشگاه بین 

المللی امام 

 )ره(خمینی 

 

 

 مهر و امضا جباري دکتر محمد نماینده تحصیلات تکمیلی

دانشیووي رشیته بیوتکنولیوگي گیرایا کشیاورزي      جلسه دفاعیه از پایان نامه کارشناسیی ارشید   بدین وسیله گواهی میشود 

تز آن در کشیت سوساانسییون دنید    هاي دخیل در بیوسنمطالعه اثر نانو ذرات بر القاء تولید آرتمیزنین و بیان گن عنوان تحت

تاییید  میورد   عیالی  و درجیه  54/11در دانشگاه برگزار گردید و این پایان نامه با نمیره   12/1311/ 22در تاریخ    گونه درمنه

 گرفت. قرارهیئت داوران 



  

 ج 

 

 

 تعهدنامه اصالت اثر

تا قاسمی دانا آموخته مقطع کارشناسی ارشد در رشته بیوتکنولوگي گرایا کشاورزي بی اینوانب           

از پایان نامه ي خود تحت عنوان مطالعه اثر نانو ذرات بر القاء تولید آرتمیزنین و بیان  22/12/11که در تاریخ 

با کسب درجه ي  عالی دفاع کرده ام،  بیوسنتز آن در کشت سوساانسیون دند گونه درمنههاي دخیل در گن

 شرعا و قانونا متعهد می شوم:

مطالب مندرج در این پایان نامه، حاصل تحقیق و مطالعه اینوانب بوده و در مواردي که از  .1

ه استفاده کرده ام، با دستاوردهاي علمی و پژوهشی دیگران اعم از پایان نامه، کتاب، مقاله و غیر

رعایت کامل امانت ، مطابق مقررات، اقدام به ارجاع در متن و ذکر آن در فهرست منابع و مآخذ 

 نموده ام.

تمامی یا بخشی ازاین پایان نامه قبلا براي دریافت هیچ مدرک تحصیلی به سایر دانشگاه ها و  .2

 موسسات آموزش عالی ارائه نشده است.

پایان نامه کاملا حاصل کار اینوانب بوده و از هرگونه جعل داده و یا تغییر  مقالات مستخرج ازاین .3

 اطلاعات پرهیز کرده ام.

درصد هماوشانی( به  3از ارسال همزمان و یا تکراري مقالات مستخرج ازاین پایان نامه )با بیا از  .5

 مولات و یا همایا هاي گوناگون خودداري نموده و می نمایم.

معنوي حاصل از این پایان نامه متعلق به دانشگاه بین المللی امام خمینی )ره( بوده  کلیه حقوق مادي و .4

و متعهد می شوم هرگونه بهره مندي ویا نشر دستاوردهاي حاصل از این تحقیق اعم از داپ کتاب، 

مقاله، ثبت اختراع و غیره ) ده در زمان دانشوویی و یا بعد از فراغت از تحصیل( با کسب اجازه از 

 استاد )استادان( راهنما باشد.

)درهر زمان( مدرک تحصیلی صادر شده توسط  درصورت اثبات تخلف و نقض موارد پنوگانه فوق .6

 دانشگاه بین المللی امام خمینی)ره( از درجه اعتبار ساقط و اینوانب هیچگونه ادعایی نخواهم داشت.

 نام ونام خانوادگی دانشوو              

 امضاء



  

 د 

 

 کارشناسی ارشد دانشگاه بین المللی امام خمینی)ره(دانش آموختگان سوگندنامه 

 

 به نام خدا

سااس ایزد منان را که مرا مشمول الطاف خویا نمود که با طی مراحل تحصیل موفق به اخذ درجه 

به کارشناسی ارشد  شوم. به شکرانه این نعمت بزرگ الهی که با امکانات این مرز و بوم، فراهم نزد اینوانب 

 که : امانت گذاشته شده است، در پیشگاه ملت ایران به کتاب آسمانی خود، قرآن کریم، سوگند یاد می کنم

  در سراسر زندگی حرفه اي، در راه اعتلاي کشور ایران و جامعه بشري به نحو احسن قدم برداشته و

 دراین راه از هیچ تلاشی دریغ ننمایم.

 را همراه با صداقت علمی و اجتماعی در نظر داشته و از  در تمام فعالیت هاي تخصصی، رضاي خدا

موقعیت هاي به دست آمده در جهت رفع مشکلات جامعه استفاده کنم و در همه ي امور، منافع 

 کشور را بر منافع فردي مقدم بدارم.

 ن همواره علم و دانا خود را به روز نگاه داشته و در ایفاي مسئولیت و تعهدات حرفه اي در حد توا

 سعی و تلاش خود را به کار گیرم.

  و اینک از خداوند علیم توفیق بندگی و پاي بندي به مفاد این سوگندنامه را خواستارم و از او می

 خواهم که مرا در ایفاي رسالت علمی و انسانی خویا موفق بدارد.

 

 ام خانوادگی دانشوونام ون                                                                   

 امضاء   
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 مجوز بهره برداری از پايان نامه

 

کلیه حقوق اعم از چاپ، تکثیر، نسخه برداری، ترجمه، اقتباس و ... از نتايج اينن  

بهنره   خمینی)ره( قزوين محفوظ است.پايان نامه برای دانشگاه بین المللی امام 

برداری از اين پايان نامه/ رساله در چهارچوب مقررات کتابخانه و بنا توجنه بنه    

 محدوديتی که توسط استاد راهنما به شرح زير تعیین می شود، بلامانع است:

 

 بهره برداري از این پایان نامه/ رساله براي همگان بلامانع است.   

 بهره برداري از این پایان نامه/ رساله با اخذ مووز از استاد راهنما، بلا مانع است.   

 بهره برداري از این پایان نامه/ رساله تا تاریخ ............................. ممنوع است.   

 

 

 

 نام استاد و یا اساتید راهنما:                             

 تاریخ:                                                        

 امضاء:                                                       
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 چکیده

ها داراي اهمیت به دلیل تولید ترکیباتی از جمله آرتمیزنین و منوترپن( L. Artemisia annuaگیاه درمنه )

هاي عامل بیماري مالاریا، همچنین درمان کاربردهاي مهم آرتمیزنین، مقابله با پلاسمودیوم اي است. ازویژه

می باشد. خاصیت آللوپاتیک و  Bهایی مانند عامل هااتیت و نیز مقابله با ویروس انواع گوناگون سرطان

لید اندک هاي دیگر آرتمیزنین است. توکشی نیز از ویژگیکشی و جلبکدورکنندگی حشرات، علف

% وزن خشک( باعث شده است که داروهاي ساخته شده براي مردم 2/1آرتمیزنین در گیاه درمنه )کمتر از 

هاي زیادي در راستاي تولید مناطقی که بیماري مالاریا در آن رواج دارد گران تمام شود. در دهۀ اخیر، تلاش

هاي دخیل در آن و افزایا بیوسنتزي و گن بیشتر این ماده از طریق مهندسی متابولیک، شناخت بیشتر مسیر

ها با استفاده از الیسیتورهاي گوناگون انوام شده است؛ ولی با این وجود، هیچ کدام از این میزان بیان آن

در این مطالعه از سوساانسیون سلولی گیاه مذکور جهت بررسی میزان ها مقرون به صرفه نبوده اند. روش

درگیر در بیوسنتز این ماده استفاده شد. به این  DBR2و  SQSبیان دو گن کلیدي  آرتمیزینین و همچنین میزان

میلی  14و  12، 4هاي میلی گرم در لیتر نانوکبالت و همچنین از غلظت 4و  4/2، 24/2هاي منظور، از غلظت

ستفاده شد. میزان ساعت پس از اعمال الیسیتور ا 22و  58، 25، 8گرم در لیتر نانوکیتوزان در دهار بازه زمانی 

بیشترین بررسی شد.  qRT-PCRو میزان تغییرات بیان گن با استفاده از  HPLCآرتمیزنین تولیدي با استفاده از 

ساعت حاصل شد. در تیمار فوق،  25میلی گرم در لیتر نانو کبالت و بعد از  4میزان تولید آرتمیزنین در تیمار 

(. نتایج نشان داد که µg/g d.wt 34 /113برابر افزایا داشت ) 24/2تولید آرتمیزنین نسبت به نمونه شاهد 

در رابطه با میزان تولید آرتمیزنین در  DBR2و  SQSهمبستگی معکوس و معنی داري بین بیان دو گن 

تیمارهاي مختلف نانو کبالت وجود دارد. همچنین مشخص شد که افزایا میزان غلظت نانو کبالت در بازه 

ساعت، باعث کاها معنی داري در بیان گن  58افزایا غلظت نانوکیتوزان در بازه زمانی ساعت و  22زمانی 

شد. در مطالعه اخیر، مشخص شد که اثرات نانو ذرات مورد مطالعه، در غلظت هاي بالا و  DBR2و  SQSهاي 

هاي به عنوان گن هاي درگیر در مسیر DBR2و  SQSهاي هاي زمانی ذکر شده با کاها بیان گندر بازه

 انحرافی بیوسنتز آرتمیزنین، باعث افزایا میزان بیوسنتز این ماده می شوند.

 HPLC ،qRT-PCR، آرتمیزنین، بیان گن، نانو کبالت، نانو کیتوزان، Artemisia annua: کلمات کلیدی
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 فهرست جداول

 4   دو گیاه بندي گیاهیرده (1-1) جدول

 12 طبقه بندي متابولیت هاي ثانویه( 2-1ل )جدو

 24 مهمترین و گرانترین داروها ( فهرستی از3-1جدول )

 35 ( طبقه بندي الیسیتورهاي زنده5- 1جدول )

 46 گرم در لیتر( جهت القاي کالوس( تیمارهاي مختلف هورمونی )میلی1-2جدول)

 42 گرم در لیتر( جهت تهیه سوساانسیون سلولیهورمونی )میلی( تیمارهاي مختلف 2-2جدول )

 A. absinthium  42 گونه  ( تیمارهاي مختلف هورمونی3-2جدول )

 DNase 1 66گوناگون مقدار آنزیم ( تیمارهاي5-2جدول )

 RT-PCR      62براي واکنا  ( مواد مورد نیاز4-2)جدول 

 68 هاcDNAجهت آزمودن سنتز  PCRبرنامۀ  (6-2جدول) 

 61 هاي مورد مطالعهبراي تمامی گن PCRبهینۀ مورد استفاده در  ( ترکیب2-2) جدول

 Real Time PCR 61هاي آغازگربراي آزمودن  PCR ( برنامۀ8-2جدول )

 Real time PCR 22جهت انوام  لازم مواد (1-2) جدول

 21 هاجهت بررسی بیان گن Real Time PCRبرنامۀ ( 12-2جدول )

 A. annua 26واریانس صفات مختلف رشدي براي گونۀ  ( توزیه1-3جدول )

 22 (A. annua( مقایسه میانگین براي عامل نوع ریزنمونه )گونۀ 2-3جدول )

 28 (A. annua)گونۀ   BAPو NAA هاي ( مقایسه میانگین براي عامل3-3جدول )

 A. annua  21گونۀ  دهار عامل( مقایسه میانگین 5-3جدول )

 88 هاي تولید شده در تیمارهاي مختلف( رنگ و کیفیت کالوس4-3جدول )

 13 (A. annua)گونۀ BAP( مقایسه میانگین نوع قند و هورمون 6-3جدول )

 14 (A. annua)گونۀ NAA( مقایسه میانگین نوع ریزنمونه و هورمون 2-3جدول )

 16 (A. annua)گونۀ BAP( مقایسه میانگین نوع ریزنمونه و هورمون 8-3جدول )

 11 ها( نتایج تحقیقات سایر محققین در مورد تأثیر هورمون1-3جدول )

 122 (A. annua)گونۀ NAA( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 12-3جدول )

 122 (A. annua)گونۀ BAP( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 11-3جدول )

 122 (A. annuaو قند )گونۀ NAA( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 12-3جدول )

 123 (A. annuaو قند )گونۀ NAA ،BAP( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 13-3جدول )
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 122 (A. annua، قند و ریزنمونه )گونۀBAP( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 15-3جدول )

 121 (A. annua، قند و ریزنمونه )گونۀNAA( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 14-3جدول )

 A. absinthium 113( توزیه واریانس صفات مختلف رشدي براي گونۀ 16-3جدول )

 115 (A. absinthium)گونۀ BAP( مقایسه میانگین دهار عامل نوع 12-3جدول )

 A. absinthium 125هاي تولید شده در تیمارهاي مختلف در گیاه کالوس( رنگ و کیفیت 18-3جدول)

 .A، قند و ریزنمونه )گونۀNAA( مقایسه میانگین سطوح مختلف هورمون 11-3جدول )

absinthium) 
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 136 (A. absinthium( مقایسه میانگین براي عامل نوع ریزنمونه )گونۀ 22-3جدول )

 136 (A. absinthium)گونۀ و قند مقایسه میانگین براي عامل نوع ریزنمونه  (21-3جدول )

 138 (A. absinthium)گونۀ  NAAمقابسه میانگین سطوح مختلف هورمون  (22-3جدول )

 138 (A. absinthium)گونۀ  BAPمیانگین سطوح مختلف هورمون  ( مقایسه23-3جدول )

 138 (A. absinthium)گونۀ  NAAو  BAPمیانگین اثر متقابل هورمون  ( مقایسه25-3جدول )

 153 ( توزیه واریانس میزان رشد سوساانسیون سلولی در تیمارهاي مختلف هورمونی24-3جدول )

 152 توزیه واریانس جذب فورموزان )در طول یک ماه( (26-3جدول )

 142 کبالت در تولید آرتمیزنینهاي مختلف نانو میانگین غلظت ( مقایسه22-3جدول )

 141 میانگین تیمارهاي زمانی مختلف جهت اعمال نانو کبالت ( مقایسه28-3جدول )

 141 میانگین اثر متقابل غلظت و تیمارهاي زمانی مختلف جهت تولید آرتمیزنین ( مقایسه21-3جدول )

 Real Time PCR 145هر گن جهت واکنا  آغازگرهاياطلاعات مربوط به ( 32-3) لجدو

 DNase1 148با آنزیم   RNAترکیبات مورد نیاز براي رفع آلودگی گنومی از ( 31-3جدول )

 efficiency 162 و ct( میزان 32-3جدول )

 163 در اثر تحریک با نانو کبالت SQS( مقایسه میانگین عوامل مورد مطالعه براي بیان گن 33-3جدول )

 165 هاي مورد مطالعه صفت کیفی )میزان آرتمیزنین( و گن( ضرایب همبستگی 35-3جدول )

در اثر تحریک با   DBR2و  SQS( مقایسه میانگین عوامل مورد مطالعه براي بیان گن 34-3جدول )

 نانو کیتوزان
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 هاهرست شکلف

 A. absinthium 6گونۀ  (1-1شکل )

 A. absinthium 6هاي گونۀ برگ (2-1) شکل

 A. absinthium 6هاي گونۀ گل (3-1) شکل

 A. annua 8بوتۀ گونۀ  (5-1) شکل

 A. annua 8هاي گونۀ برگ (4-1) شکل

 A. annua 8هاي گونۀ گل (6-1) شکل

 12 ساختمان یک واحد ایزوپرن (2-1) شکل

 13 یدهائمسیر سنتز ایزوپرنو (8-1) شکل

 14 ( ساختمان شیمیایی آرتمیزنین1-1شکل )

 12 ساز وکار عمل آرتمیزنین در از بین بردن عامل بیماري مالاریا (12-1)شکل 

 18 ساختمان تارهاي تراوشی (11-1شکل )

 22 اولین مرحله سنتز آرتمیزنین (12-1شکل )

 A. annua 21سیکلازهاي گیاهترپنسزکویی (13-1)شکل 

 22 و مواد حد واسط در سنتز آرتمیزنین ها( آنزیم15-1شکل )

 25 آرتمیزنین و محصولات جانبی آن مسیر نهایی تشکیل( 14-1شکل )

 21 کشت سلول ( مراحل12-1شکل )

 38 شیمیایی کیتوزان ( ساختار11-1شکل)

 absinthium   43و  annua( بذرهاي 1-2شکل )

 A. absinthium   45و  A. annuaهاي جوان ( گیاهچه2-2شکل)

 44 هاي کشت شده ریشه و ساقههاي برگ ، ( ریزنمونه3-2شکل )

 62 ساعت 25( نمونه سوساانسیون سلولی رنگ گرفته شده بعد از 5-2شکل )

 62 سلولی جهت اعمال الیسیتورها ( کشت سوساانسیون4-2شکل )

 62 هاي فلزيها با عبور محتواي هر ارلن  از صافی( جدا سازي سلول6-2شکل )

 A. annua 25(. بذرهاي b) A. annua( وگونۀ a) A.absinthiumبذرهاي گونۀ  (1-3ل )شک

 A. annua   24نوع قند براي صفات مختلف رشدي در گیاه  t-test ( آزمون2-3شکل )

 22 کالوس تر براي وزن انواع ریزنمونه میانگین ( مقایسه3-3شکل )

 28 براي وزن تر کالوس BAPو  NAA( مقایسه میانگین اثر متقابل 3-5شکل )
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 82 روند تشکیل کالوس( 4-3شکل )

 88 تغییر رنگ کالوس  (6-3شکل )

 12 ( انواع کالوس در تیمارهاي مختلف هورمونی2-3شکل )

 12 هاي تشکیل شده( انواع رنگ کالوس8 -3شکل) 

 A. annua 15ها براي تولید ساقه و ریشه در گونۀ میانگین بین ریزنمونه ( مقایسه3-1شکل )

 14 نو ساقه  ( تشکیل12-3شکل) 

 A. annua 18نو ساقه در گونۀ براي تعداد نو ریشه و   BAP و NAA ( اثر متقابل3-11شکل )

 A. annua 121( ساقه هاي تشکیل شده در تیمارهاي مختلف هورمونی گونۀ 3-12شکل )

 A. annua 112هاي القا شده گونۀ ریشه( 3-13شکل )

 A. annua   112 براي صفت طول ریشه گیاه BAPو  NAAمیانگین  مقایسه (15-3)شکل 

 A. absinthium  123هاي مختلف رشدي گیاه براي صفت t-test ( آزمون14-3شکل )

 .Aبراي صفت وزن تر کالوس در گونۀ  BAPو  NAA( مقایسه میانگین اثر متقابل 16-3شکل )

absinthium 
123 

 A. absinthium 125نوع ریزنمونه براي صفت وزن تر کالوس در گیاه  ( بررسی12-3شکل )

 131 نو ساقه در هفته اول ( تشکیل18-3شکل )

 .Aبراي دو صفت تعداد نو ساقه و نو ریشه در گیاه   BAPو NAAمیانگین  ( مقایسه11-3شکل )

absinthium 
135 

 A. absinthium 132میانگین نوع ریزنمونه براي تعداد نو ساقه و نو ریشه در گیاه  ( مقایسه22-3شکل )

 152 (A. absinthium( تشکیل نو ریشه در سه بافت ریشه، برگ  و ساقه )گونۀ 21-3شکل )

 A. absinthium 151 براي صفت طول ریشه در گیاه  BAP و NAA( مقایسه میانگین 22-3شکل )

 A. annua. 153هاي انتخاب شدۀ ( کالوس23-3شکل )

 A. annua 155میانگین تیمارهاي هورمونی بهینه سازي سوساانسیون سلولی گونۀ  ( مقایسه25-3شکل )

 154 ها رشد سلول ( منحنی24-3شکل )

 154 روز اول و سی ام سلولی ( سوساانسیون26-3شکل)

 156 ها در زیر میکروسکوپ( سلول22-3شکل )

 152 روز 32مقایسه میانگین جذب فورموزان طی ( 28-3شکل )

 HPLC 158( کروماتوگرام جداسازي ماده استاندارد آرتمیزنین در دستگاه 21-3شکل )

 151 روز 36میزان تولید آرتمیزنین داخل سلولی طی  (32-3شکل )

 151 زنین( نانو کبالت بر میزان تولید آرتمیmg/l) 4 و 4/2، 24/2هاي ( بررسی غلظت31-3شکل )

 142  ( بررسی تیمارهاي زمانی32-3شکل )


